急性髓系白血病（AML）是一种生物学特征和临床异质性很大的疾病，既往的FAB分型系统以骨髓细胞形态学为基础，应用细胞化学染色，结合流式细胞术对AML进行分型诊断。随着基因组学的研究进展，新的WHO分型系统在FAB分型诊断基础上增加了新的预后因素，主要是根据遗传学和分子学的改变对AML进行危险度分层，以便更好地评估预后及指导临床治疗。然而，临床上仍存在部分AML患者无可见的染色体异常改变，且缺乏特征性的基因异常，此类患者多被划为预后中等组，但该群体仍存在不同的治疗反应性和预后差异性。因此，临床亟需其他简便获得的特异性标志物辅助预后判断和指导治疗。

髓过氧化物酶（MPO）又称过氧化物酶，存在于髓系细胞（主要是中性粒细胞和单核细胞）的嗜苯胺蓝颗粒中，是髓系细胞的特异性标志，MPO细胞化学染色以其简便、经济及特异性高等特点在白血病的诊断分型与鉴别诊断中起着至关重要的作用[@b1]--[@b3]。然而目前有关MPO与AML分子及遗传学特征、临床疗效和预后相关性的研究国内外少有文献报道，且所得结论存在争议。因此在本研究中，我们对233例初诊AML（M~0~、M~3~、M~7~除外）患者骨髓中原始细胞MPO的表达情况进行回顾性分析，以进一步探讨MPO与AML疗效和预后的相关性。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例

2015年12月至2018年1月我院收治的初诊AML（MPO常为强阳性的M~3~及MPO为阴性的M~0~、M~7~除外）患者233例，所有患者均经形态学、免疫学、遗传学及分子生物学检查并确诊[@b4]。其中176例患者至少完成1次化疗后评估，可明确首次诱导化疗疗效。

二、白血病相关检查方法

1．MPO细胞化学染色：采用盐酸联苯胺法对骨髓细胞进行染色。计数100个原始细胞中MPO呈阳性反应的细胞，以全部阳性细胞之和计算MPO阳性率。

2．免疫学、遗传学及分子生物学检查：采用4色免疫标记法流式细胞术分析骨髓细胞免疫分型；骨髓染色体核型分析采用R显带法，参照AML NCCN指南（2017 Version3）进行危险度分组；分子生物学检测：融合基因采用实时荧光定量PCR方法；基因突变采用Illumina测序平台进行靶向测序，利用COSMIC、dbSNP、PolyPhen、SIFT等数据库和软件进行生物信息学分析，确定致病性基因突变。

三、治疗方案

诱导化疗采用标准DA（柔红霉素+阿糖胞苷）、IA（去甲氧柔红霉素+阿糖胞苷）、MA（米托蒽醌+阿糖胞苷）或CAG（阿糖胞苷+阿克拉霉素+G-CSF）方案，完全缓解（CR）后给予巩固化疗，方案为原诱导方案、中剂量或大剂量阿糖胞苷；有合适供者的预后中等或不良组患者给予异基因造血干细胞移植。

四、疗效、预后评估及随访

CR、总生存（OS）、无进展生存（PFS）等评估指标的定义参照文献[@b5]。采用查阅病历或电话的方式随访。随访截止时间为2018年1月31日。

五、统计学处理

X-tile软件（3.6.1版）用于确定MPO高、低表达的临界值[@b6]。应用SPSS 20.0软件进行统计学分析。组间比较采用*t*检验、*χ*^2^检验或Mann-Whiteny *U*检验，CR的影响因素采用非条件Logstic回归模型进行单因素及多因素分析，单因素生存分析采用Kaplan-Meier法，组间PFS、OS的比较采用Log-rank检验；采用Cox比例风险回归模型进行多因素分析。均采用双侧检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者一般临床特征：基于X-tile确定的最佳临界值，我们将MPO的表达分为低表达（MPO≤70%）和高表达（MPO\>70%）两个亚组（*P*\<0.001）。233例患者中MPO低表达组121例（51.9%），MPO高表达组112例（48.1%），患者的一般临床特征分析见[表1](#t01){ref-type="table"}。MPO高表达组患者中位年龄为46（2\~82）岁，较MPO低表达组\[中位年龄54（3\~92）岁\]低（*U*=−3.293，*P*=0.001）；两组之间FAB分型分布不同（*χ*^2^=30.638，*P*\<0.001），其中MPO高表达组中M~2~患者居多（*χ*^2^=25.567，*P*\<0.001），而单核细胞相关白血病M~4~/M~5~在MPO低表达组更多（*χ*^2^=25.667，*P*\<0.001）；两组在NCCN危险分层分布上差异也有统计学意义（*χ*^2^=35.641，*P*\<0.001），其中预后良好组患者\[AML伴inv（16）（p13q22）/CBFβ-MYH11及t（8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNXT1\]多为MPO高表达（*χ*^2^=32.773，*P*\<0.001），而MPO低表达与预后不良核型相关（*χ*^2^=7.078，*P*=0.008）。

###### 233例初诊急性髓系白血病患者临床特征

  临床参数                               MPO低表达组（121例）    MPO高表达组（112例）    统计量   *P*值
  ------------------------------------- ----------------------- ----------------------- -------- -------
  性别（例，男/女）                              64/57                   62/50           0.142    0.706
  年龄［岁，*M*（范围）］                     54（3～92）             46（2～82）        -3.293   0.001
  WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］           18.22（0.69～371.58）   14.86（0.78～429.50）   -0.184   0.854
  骨髓原始细胞比例［*M*（范围）］        0.612（0.048～0.982）   0.528（0.100～0.960）   -1.466   0.143
  FAB分型［例（%）］                                                                     30.638   0.000
   M~1~                                        3（2.5）                3（2.7）                  
   M~2~                                       60（49.6）              91（81.2）                 
   M~4~                                       33（27.3）              16（14.3）                 
   M~5~                                       24（19.8）               2（1.8）                  
   M~6~                                         0（0）                  0（0）                   
   无法分类                                    1（0.8）                 0（0）                   
  NCCN危险度分层［例（%）］                                                              35.641   0.000
   预后良好组                                                                                    
    inv（16）（p13q22）/CBFβ-MYH11             3（2.5）                6（5.4）                  
    t（8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNXT1          4（3.3）               34（30.4）                 
   预后中等组                                                                                    
    正常核型                                  79（65.3）              53（47.3）                 
    其他核型                                  13（10.7）               10（8.9）                 
   预后不良组                                 18（14.9）               5（4.5）                  
   N/A                                         4（3.3）                4（3.6）                  

注：N/A：无或缺失；MPO：髓过氧化物酶

2．基因突变分析：两组患者基因突变分析结果见[表2](#t02){ref-type="table"}。MPO低表达组DNMT3A基因（*χ*^2^=6.905，*P*=0.009）、RNA剪接复合物相关基因（SF3B1/SRSF2/U2AF1）（*χ*^2^=5.246，*P*=0.022）、RUNX1基因（*χ*^2^=4.577，*P*=0.032）、ASXL1基因（*χ*^2^=7.951，*P*=0.005）及TP53基因（*P*=0.004）突变发生率较高，而C-KIT基因（*χ*^2^=8.936，*P*=0.003）及CEBPA基因（*χ*^2^=12.340，*P*\<0.001）突变更多见于MPO高表达组，尤其CEBPA双位点突变（*χ*^2^=8.488，*P*=0.004）。两组其他基因突变（如FLT3-ITD、NPM1、TET2等）及合并基因突变的数量差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。

###### 髓过氧化物酶（MPO）表达与急性髓系白血病基因突变的相关性\[例（%）\]

  基因         MPO低表达组（121例）   MPO高表达组（112例）   统计量   *P*值
  ----------- ---------------------- ---------------------- -------- -------
  FLT3-ITD          20（16.5）             19（17.0）        0.008    0.929
  NPM1              34（28.1）             22（19.6）        2.278    0.131
  C-KIT              4（3.3）              16（14.3）        8.936    0.003
  CEBPA              7（5.8）              24（21.4）        12.340   0.000
  CEBPA^sm^          6（5.0）              14（12.5）        4.215    0.040
  CEBPA^dm^          1（0.8）              10（8.9）         8.488    0.004
  DNMT3A            16（13.2）              4（3.6）         6.905    0.009
  IDH1              11（9.1）               8（7.1）         0.295    0.587
  IDH2               8（6.6）              13（11.6）        1.770    0.183
  TET2              18（14.9）             11（9.8）         1.364    0.243
  EZH2               1（0.8）               3（2.7）         0.340    0.560
  RUNX1              9（7.4）               1（0.9）         4.577    0.032
  ASXL1             19（15.7）              5（4.5）         7.951    0.005
  TP53               9（7.4）                0（0）                   0.004
  SF                13（10.7）              4（3.6）         5.246    0.022
  NRAS               8（6.6）              15（13.4）        3.006    0.083
  CBL                2（1.7）               2（1.8）         0.006    0.938
  ETV6               4（3.3）               1（0.9）         0.668    0.414

注：CEBPA：包括CEBPA单位点突变（CEBPA^sm^）及双位点突变（CEBPA^dm^）；SF：包括RNA剪接体复合物蛋白编码基因SF3B1、SRSF2及U2AF1

3．疗效分析：共176例患者可评估疗效，MPO低表达组和MPO高表达组首次诱导缓解（CR~1~）率分别为38.8%（33/85）和68.1%（62/91），差异有统计学意义（*χ*^2^=15.197，*P*\<0.001）。首次诱导未达CR者经过再诱导或多次诱导化疗后，128例患者最终达CR，两组CR率分别为50.6%（43/85）和93.4%（85/91），差异有统计学意义（*χ*^2^=40.624，*P*\<0.001）。进一步采用非条件Logistic回归模型进行单因素（[表3](#t03){ref-type="table"}）及多因素分析，结果显示：年龄（≥50岁）\[*OR*=1.973（95% *CI* 1.032\~3.772），*P*=0.040\]、MPO低表达\[*OR*=3.661（95% *CI* 1.899\~7.057），*P*\<0.001\]及FLT3-ITD突变\[*OR*=3.287（95% *CI* 1.259\~8.584），*P*=0.015\]是影响患者CR~1~的独立危险因素。

###### 影响急性髓系白血病患者首次诱导缓解、总生存和无进展生存的单因素分析

  临床参数                                首次诱导缓解        总生存         无进展生存                                        
  --------------------------------- ------------------------ -------- ------------------------ ------- ----------------------- -------
  年龄（≥50岁/\<50岁）               2.370（1.291～4.348）    0.005    2.830（1.330～6.021）    0.007   1.799（1.150～2.815）   0.010
  性别（男/女）                      1.125（0.620～2.040）    0.698    0.726（0.358～1.472）    0.375   0.989（0.634～1.541）   0.959
  WBC（≥20×10^9^/L/\<20×10^9^/L）    1.156（0.636～2.102）    0.634    0.903（0.437～1.865）    0.783   1.064（0.682～1.659）   0.784
  骨髓原始细胞比例                   1.005（0.992～1.019）    0.421    1.004（0.989～1.021）    0.589   1.007（0.997～1.017）   0.197
  NCCN危险分层预后不良               1.886（0.641～5.551）    0.250    2.761（1.129～6.751）    0.026   1.301（0.626～2.706）   0.481
  MPO（≤70%/\>70%）                  3.369（1.812～6.264）    0.000    4.281（1.906～9.619）    0.000   2.403（1.514～3.814）   0.000
  FAB分型（M~1/4/5~/M~2~）           2.087（1.117～3.899）    0.019    1.140（0.552～2.353）    0.724   1.409（0.902～2.200）   0.132
  FLT3-ITD                           2.889（1.174～7.106）    0.021    3.428（1.557～7.545）    0.002   1.718（0.977～3.021）   0.060
  NPM1                               1.595（0.785～3.242）    0.197    2.023（0.913～4.481）    0.083   1.591（0.968～2.612）   0.067
  CEBPA                              0.378（0.150～0.953）    0.039    0.186（0.025～1.364）    0.098   0.484（0.222～1.053）   0.067
  C-KIT                              0.359（0.111～1.162）    0.087    0.347（0.047～2.553）    0.298   0.687（0.277～1.699）   0.416
  DNMT3A                             1.189（0.399～3.545）    0.756    1.603（0.480～5.357）    0.443   1.568（0.752～3.266）   0.230
  TP53                               1.788（0.291～10.976）   0.530    5.296（1.225～22.895）   0.026   2.293（0.715～7.354）   0.163

4．生存分析：176例AML患者2年OS率、PFS率分别为54.6%和34.9%，其中MPO低表达组和高表达组的2年OS率分别为18.0%、89.4%，2年PFS率分别为11.5%、56.7%，差异有统计学意义（*χ*^2^分别为15.212和17.016，*P*值均\<0.001）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。其中\<60岁AML患者127例，MPO低表达组与高表达组的2年OS率分别为12.5%、93.2%，2年PFS率分别为7.8%、68.0%，差异有统计学意义（*χ*^2^分别为12.648和16.929，*P*值均\<0.001）；≥60岁AML患者49例，MPO低表达组与高表达组的2年OS率及PFS率差异均无统计学意义（33.8%对76.8%，24.1%对31.0%，*χ*^2^分别为2.692和1.903，*P*值均\>0.05）。单因素生存分析结果见[表3](#t03){ref-type="table"}，Cox回归模型多因素分析显示：FLT3-ITD突变\[*HR*=4.169（95%*CI* 1.833\~9.482），*P*=0.001\]、高龄\[*HR*=2.346（95%*CI* 1.101\~4.997），*P*=0.027\]及MPO低表达\[*HR*=4.643（95%*CI* 2.034\~10.599），*P*\<0.001\]的AML患者OS更差。同样，MPO低表达\[*HR*=2.410（95%*CI* 1.500\~3.874），*P*\<0.001\]也是影响AML患者PFS的独立危险因素。在\<60岁年龄组，MPO低表达对预后的不良影响更加显著\[OS：*HR*=6.473（95%*CI* 2.109\~19.869），*P*=0.001及PFS：*HR*=3.369（95%*CI* 1.817\~6.248），*P*\<0.001\]。

![髓过氧化物酶（MPO）表达对急性髓系白血病患者总生存（A）和无进展生存（B）的影响](cjh-40-01-040-g001){#figure1}

101例正常核型AML患者中，MPO低表达组OS和PFS较MPO高表达组更差\[2年OS率：31.1%对83.7%，*χ*^2^=2.895，*P*=0.089；2年PFS率：18.8%对45.8%，*χ*^2^=5.068，*P*=0.024\]（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。无论\<60岁或≥60岁年龄组正常核型AML，MPO低表达组的2年OS率均更低（*χ*^2^=9.179，*P*=0.002；*χ*^2^=5.671，*P*=0.017），且\<60岁正常核型AML患者中两组PFS差异也具有统计学意义（*χ*^2^=15.235，*P*\<0.001）。Cox多因素分析显示：MPO低表达是影响正常核型AML患者OS和PFS的独立预后不良因素\[*HR*=3.002（95%*CI* 1.097\~8.220），*P*=0.032；*HR*= 2.072（95%*CI* 1.150\~3.736），*P*=0.015\]，尤其对正常核型\<60岁AML患者更是如此\[OS：*HR*=6.094（95%*CI* 1.620\~22.923），*P*=0.008；PFS：*HR*=3.257（95%*CI* 1.673\~6.341），*P*=0.001\]。

![髓过氧化物酶（MPO）表达对正常核型急性髓系白血病患者总生存（A）和无进展生存（B）的影响](cjh-40-01-040-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

有关MPO表达与AML疗效和预后的相关性，国内外少有文献报道，且所得结论存在争议。一项ECOG研究[@b7]发现在AML-M~1~患者中，MPO低表达组CR率明显低于MPO高表达组；Advani等[@b8]的研究发现MPO低表达是影响初诊AML患者CR和无病生存的唯一独立危险因素；然而，也有研究认为MPO与AML患者的CR、无事件生存（EFS）和OS均不相关[@b9]，甚至有的研究得出相反的结论[@b10]。

我们的研究结果显示，MPO表达与FAB分型相关，其中MPO高表达组中M~2~患者居多，而MPO低表达组M~4~/M~5~更多见。将所有AML患者根据NCCN指南进行危险度分层后发现MPO在三组中表达存在差异：预后良好组多为MPO高表达，而MPO低表达与预后不良核型相关。上述结果与Roberson等[@b9]和Kamijo等[@b11]的研究相似。

根据MPO表达的不同对初诊AML进行基因突变分析，我们发现MPO高表达组C-KIT及CEBPA基因突变更常见，尤其CEBPA双位点突变，而MPO低表达组DNMT3A及ASXL1基因突变比例较高，尤其所有9例TP53基因突变者均为MPO低表达。Tominaga-Sato等[@b12]在60例初诊正常核型AML患者中的研究发现CEBPA双位点突变与MPO高表达相关；Kamijo等[@b11]对164例初诊AML患者进行51种基因的靶向测序发现：MPO高表达组AML更易发生KIT基因及CEBPA基因双位点突变，而DNMT3A、TP53基因更常见于MPO低表达组，与本研究结论一致。除此之外，本研究我们还发现MPO低表达与RNA剪接复合物相关基因（SF3B1/SRSF2/U2AF1）及RUNX1基因突变相关（*P*值分别为0.022和0.032）。伴RNA剪接复合物相关基因突变的AML患者在Papaemmanuil等[@b13]的研究中被单独归为伴有染色质和（或）剪接调控子基因突变的AML，此类患者多为老年，初诊时白细胞及幼稚细胞较少，且对化疗反应不敏感、复发率高，预后差。RUNX1基因突变与AML不良预后相关，Mendler等[@b14]研究显示正常核型AML中RUNX1基因突变者极少伴随预后良好基因NPM1及CEBPA突变，其CR、OS及EFS率较RUNX1野生型者更低。

临床疗效方面，Kamijo等[@b10]的研究显示MPO高表达组诱导缓解率更高（86.0%对68.4%，*P*=0.013）；Matsuo等[@b3]研究发现MPO低表达组患者的CR率明显低于高表达组（64.1%对85.4%，*P*=0.001），并且多因素分析MPO低表达仍然是影响CR的独立危险因素。我们的研究结果与其一致。以上结果提示：临床可根据初诊时MPO的表达来快速区分具有诱导化疗失败高风险的AML患者，以便对此类患者尽早给予强化治疗干预。MPO高表达与高的CR率相关可能有以下原因：MPO高表达可以增加原幼细胞对化疗药物如阿糖胞苷的敏感性[@b15]；原幼细胞中MPO mRNA表达可以反映与化疗敏感性和预后相关的遗传学特征：MPO高表达多为预后良好核型AML，而MPO低表达与预后不良核型及伴多系病态造血的AML相关[@b16]。

生存分析结果显示，MPO高表达组OS及PFS率均明显优于MPO低表达组。Cox模型多因素分析证实MPO低表达是影响患者OS及PFS的独立预后不良因素。这与Matsuo等[@b3]及Advani等[@b8]的研究结果一致。为进一步明确MPO表达的预后价值，我们对其中的101例正常核型AML患者进行亚组分析，发现MPO低表达降低了正常核型AML患者的OS和PFS率。Matsuo等[@b3]的研究也证实即使在预后中危组和正常核型组AML，MPO低表达均预示不良的OS和PFS，而MPO高表达的正常核型AML甚至达到了与预后良好核型组相似的OS。MPO低表达对AML预后的不良影响尤其体现在\<60岁年龄组患者，MPO低表达是影响该人群、尤其该人群中正常核型AML患者OS和PFS的独立危险因素。然而，MPO表达在老年AML中的预后价值可能有限，究其原因，可能与老年AML独特的生物学特性如遗传及分子学预后不良因素比例高、化疗耐受性差、多药耐药及治疗相关病死率高等相关。

综上所述，AML患者MPO表达率不同，其基因突变谱亦不相同；MPO表达对评估初诊AML疗效与预后具有重要意义。细胞化学染色检测MPO表达可能作为判断AML预后及指导临床治疗决策的一种简便易行的手段。
